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METHODE DE SEPARATION P£ PARTICULES VIRALES 

L'invention concerns une nouvelle meshode pour ia puriFtcaiion et la 
quajittiicaiion dc particules virales. Plus particulieremerst 1'invention conceme one 
metliode de purification et de quantification d'adenovirus par chramatographie 
5 d'eqhange d'ions. L'invention concerns egalement une mcthode d'idemitkation des 
differents serotypes d'adenovirus. 

La thcrap.e geitique connait actueltsmem un deveioppement remarquable et 
diverses etudes ciimques chez i'homme sunt en cours deptiis les premiers essais 
conduits cii 5990. Pamu les methodcs couramment employees pour !e transfers de 
10 genes, les vccteurs viraux s'avererst particulierement promeiteurs. et parmi ccux-ci, 
les adenovirus cccupem sine place de premier plan. 

Le deveioppement des vccteurs adenovirus en therapie genique necesshe 
d'avnir acees a deux types de technologies qui sonl aujourd'hui limUantes pour ia 
production des stocks viraux ; [a premiere est de disposer d'une methode rapide, 
15 d'twe grande sensibilite e; tres selective pour ia quantification des particules virales 
dans ies ecfeimillons provenant des etapes de construction et d'amplification du virus 
considers, ce point esi particulierement important pour ['optimisation du precede de 
production des slocks viraux ; la seconde est de disposer d'un procede de purification 
fiablc. reproductible, simple et radiomen! exrrapolflble 6 I'echelle indusirielle pour ia 

20 purification des particules virales. 

La production de Jots climques d'adenovirus Teste un processus long en raison 
du nombre d'etapes de transfection et d'amplification done la productivity n'esi pas 
opiimisee. Les adenovirus recombinarsls sent habitueiiement produits par introduction 
de I'ADN viral dans une lignee d'enrapsidation, suivjc d'unc lyse mecanique ou 

21 cnirmque des cellules apres environ deux dm uois jours de culture (ia cinetique du 
cycle adenoviral etam de 24 a 36 heures). Seion une autre vananle, la culture est 
poursuivie pendant sine duree plus Songue (R a 12 joursj, et les virus sont recoltes 
directetnem dans Ic surnageant. apres liberation spontanea par un phenomene 
d'autoSysedcs cellules d'encapsidation (WO9S/00524). 

30 Geiieralernent entre 2 et 1 cycles d'amplifications sont necessaires pour 

consticuer ies stocks viraux. Line limitation importante a ropiimisadoii du procede de 
production des stocks viraux reside dans ies methodes de titraiiort des particules 
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virales. En effei, les methodes biologiqties sont des methodes relativement scnsibies 
el precises mass particulierement loneues a mettre en oeuvre( environ 4 a IS jours 
selon le dosage utilise i.e. activiie du trarssgene ftdu) on obtcmion de piage (pfu) ). 
Des methodes artaiytiques plus rapides om £te developpees mais cclics-ci ne 
presentcnt pas un desrc de precision et de scnsibiliiesuFfisani lorsqtie ies titrations de 
particules virales doivent etre- effectuees, sans purification preamble, dans des Iysats, 
des extraits ceiltslaires bruts ou des sumageanls de culture. C'est la ruison pour 
iaquelle les cycles d'amplification successifs som realises avec ties multipliciles 
d'infection (MOD esttmees de maniere approximative, tl en resuhe que les Stapes 
d'amplification sont pen reproducsiblcs, voire parfois plus iongues et/ou plus 
nombreuses qu'sS rte serait necessaire avec un precede optimise. La determination 
rapide ef precise des litres de solutions d'adenovirus permestrait d'ajuster la 
muitiplicite d'infection de ehaque ciape de maniere a opcimiser J'ensemble du precede 
production des stocks d'adenovirus. 

La methode quantification des particules virales doit satisfaire plusieurs 
conditions, En premier iieu. e!Se doit £tre suffisammcnt sensible pour assurer le 
dosage de particules virales dans des preparations diluees ou presentant un fatble litre 
(typiquemeitt < I x 10* particules virales par ml (pv/ml)) sans recourir a urte etape 
d'enrichissement prealabie. Le dosage des particules virales doit pouvoir etre effec.tu£ 
direaemem dans des Iysats ou des preparations brutes, sans qu'il soi\ necessaire 
ci'effectuer une elape de purification ou un traitemem prealabie. Dc plus, carte 
methode doit assurer une sclectivite elevee pour s'aft'ranchir des interferences 
possibles avec les nombreux composes presents dans ies iysats ou entrails cellulaires 
bniis et dont les proportions peuvent varier en fonction des conditions de culture. 

Une methode analyiique quantitative basee stir ta chromatographie d'echange 
d'anions a etc" decrite dans la litterature (Huygue et ai.. Human Gene Ther, 6; 1403- 
1416, 1995: P. W. Shabram et al.. Human Gene Ther. 8:453^465. 1997). Cette 
methode. qui preseme une limits de detection de fordre 1 x 10 s pv/ml. est applicable 
a ia titration de preparations virales purifiees. Cependant. la sensibilite de cette 
methode decroil des lors que l'analyse est reaiisee sur des Sysats ou des extrait 
cellulaires bruts. La iimite de detection est estimee a 2 a 5 x 10" pv.-'ml dans de te!s 
eehantillons et cette methode ne perrnet pas de quantifier ies particules adenovirals 
dans ies preparations tres diluees et rson purifiees lelles que les iysats de cellules 
infeciees lors des ctapes de transl'ection et d' amplification du virus pour lesqsielles le 
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litre adenoviral est iypiquemerii de I'wdre de I \ 10* pv/mi a I x 10* pv/ml. De plus 
cette methode ne perrnet pas non plus de quantifier les particules adenovirales a partir 
de preparations obtenues dans certains milieux de production depourvus de proteines 
animales. En efiet. de tets milieux cofliiennent en fin de culture des composes de 
5 type, sucres, acides amines, viiamines. ou rouge de phenol, etc. parmi lesquels 
certains d'entre eu* peuvent interferer avec les parricides adenovirals lors de la 
quantification du virus et qui conduisent a surestinxer trcs Sargetnertl 1c titre de la 
preparation. Enfirt, la methode chromarographique rapportec par Shabram ec al. 
neeessiie un pre-rraitement de recbandllon avec une nuclease a large spectre 
10 dactivite (Bcnzonase®) pnur elimincr les scides nucleiques qui inferferem avec la 
detection et la mesure des panicules. 

Concemant les methodes de separation preparatives des adenovirus, la 
chromatographic a etc utilise dcpuis de nombreuses annees pour la ptirilicatior* des 
panicules adetiovirales (Haruna, ).. Yaosi. H., Kono, R, and Watanabe. I. Virology 
15 (1961 > 13. 264-267; Klemperer, H. G. and Pereira, H. C. Virology (1959) 9, 536-545; 
Philipson, L„ Virotog\ : (I960) 10. 459-465]. Pius recemmetit des methodes decrivant 
la purification a large echelle d'ad^noviras recombinants ont etc decrites idemandes 
de brevet Internationales VV096/27677, WO97/08298. WO98/00524, W098/22588). 

La demands WO98/00524 decrit notammern une methode de purification 
20 mettant en oeuvre la resine echangeuse d'anions fort Source 15Q et qui permct 
d'obfenir, ctt une seufe etape chromatographique, des preparations d'adenovirus dom 
la purete esl au moins equivalent a celle obtenue a partir de preparations purifiees 
par ukracentrifugation en gradient de chiorure de cesium. Ce degre dc purete est trcs 
eleve el attaint les standards requis pour des etudes ciiniques ctiez 1'homme {WHO 
25 Expert Committee on Biological Standardization. Forty-rtinth Repon, WHO 
Teehnicai Report Series, Wf 10 Geneva, in press). 

Cependant iorsque !e titre viral des preparations a purifier est faible (par 
' exemple dans ie cas d'urj adenovirus presemam une productivity faible. on lorsque la 
purification doit etre effecmee a. partir d'un stock obtenu iors d'unc etape 
30 d'amplifscation precoce). ou encore lorsque ie milieu de production du virus conduit 
a la presence de composes co-elues avec I'adenovirus (commt par cxemple dans !e 
cas de milieux depourvas de serum de veau). ies performances limitees des 
techniques chromatoerapliiqties decrites precedemment ne permettent ni da 
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quantifier, ni de purifier !es particules adenovirals en une seule etape a partir d'un te! 
materiel de depart. 

Le probleme se pose par consequent de pouvoir disposer d'unc methodc de 
titration de particules virales a partir de preparations brutes qui soit tout a la fois 
5 rapide, sensible et hautemen! selective. Le probleme se pose egalement de disposer 
d'une methode de purification fmble, reproductible permetiam d'obtenir, a partir de 
ces memes preparations brutes, et de preference en une seule etape, des preparations 
virales de qualite pSiarmuceutique. 

1! a mainienant ete trouve et e'est que qui fait I'objet de la presents invention, 
que certains supports de chromatographic presentem de maniere surprename des 
propriet.es tout a tail except ionnelies pout (a separation des particules virales et en 
particulier des adenovirus. Ces proprietes permanent ia titration et/ou la purification 
de particules virales a partir de preparations brutes, sans traitemertt prcalabie, avec 
une sensibiiite et une selectiviti ires elevee. L'utilisation de ces supports fouroit en 
outre et de maniere inattendue une methode d'anafyse simple ei rapids pour separer el 
identifier par chromatographic, des adenovirus de differents serotypes ou des 
adenovirus modifies au niveau de la fibre ou de 1'hexon. 

La presente invention a pour objet un precede separation de particules virales 
a partir d'un milieu biologique caracterise en ce qu : tl comporte au moins une etape de 
chromatographic realises sur utl support componant une matrice, des groupentents 
echangeurs d'ions. Icsdits eroupements etant greffes sur ladite matrice au moyen d'un 
bras flexible. 

La matrice peut etre choiste parmi ['agarose, le dextran, 1'acryiamide, la 
silice. le poly[siyrene-divinylben2ene], seuls ou en melange. De preference la matrice 
est constitute d' agarose, de preference encore, it s'agit d'agarose reticule a 6 % 
environ. 

Les supports constitues de billes d'agarose reticule sur iequel sont greiTcs des 
bras flexibles echangeurs d'ions fonctionnaiises ont ete devefoppes pour la 
chromatographic preparative et industrieEle de biomolecules. Ces supports ont plus 
particuliererrtent ete concus pour i'etape de capture (e'esi a dire I'etape initiate du 
procede de purification) des biomolecules a partir de melanges bmts ssmplemetit 
clarifies, e'est a dire debarrasses de iesirs ccnstittiams solides en suspension. Leurs 
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performances ant ete optimisees dans !e sens d'une tres grande capacite de fixation 
des solutes sur !e support, d'une tres faibie contre-pression a fori debit lineatre de 
liquids, d'\m faibte coil! ainsi que d'une tres grandc resistance chimique aux agents de 
nciioyage utilises pour la regeneration. 

5 De mariiere avantageuse. le bras flexible est de nature hydropbile et i! est 

consume d'tm poiymere d'ortgine synthetique ou naturelle. Parmi les polymeres 
d'origine synthetique, on pcut citcr les polymeres consliiues de monomeres d'alcools 
polyvinyliques, de polyacryl amides, dc poiymethaerylamides ou de potyvinyi ethers. 
A tiire de polymere d'origine naturcile, on pent citcr notamment des polymeres de 
SO nature poiysaccharidique choisis parmi I'amidon, la celldose, !e dextran et l'agarose. 
De preference ie degre de polymerisation du bras flexible est d'environ 30 unites 
munomiriques, de preference encore, le bras flexible est un dextran de poids 
moJeculaire moyen de 5000 Da environ. 

De preference, le bras flexible est fonctfonnalise pargreffage d'un groupemem 
15 susceptible d'snleragir avec une molecule anionique. Le plus generalemem. !e 
grouperaent est constitue d'une amine qui pem etre ternaire ou quatemairc. Dans le 
cadre de la presents invention, il est panictilieremenl avanrageux d'utiliser un 
echangeur d'anions fort. As'nsi, on utilise prefererm'ellement selon ('invention un 
support de chromatographic tcl qu'indique ci-dessus« rhrtcttorinaJise par des amines 
20 quatemaires, 

A. tiire de support particulieremcnt prefere pour la mise en oeuvre de 
1'inveniion. on peut citer le Q Sepharose® XL (Amersham Pharmacia Biotech). 
L'utilisation de ce support est mentiotinee dans urs des exemples de la demande 
W093/39467 . Des adenovirus purifies sont modifies par traitemcnt par du 

25 polyethyleneglyco! (PEG). Apres reaction, les adenovirus modifies, ies adenovirus 
non modifies et fe PEG soni separes par passage star une coionne de Q Sepharose® 
XL. II s'agit done d'une simple separation entre des produits de depart et les produits 
fmaux d'une reaction chimique. L'homme du metier nc pouvaii supposer que cette 
caionne puisse etre utilises avec succcs pour la separation d' adenovirus a partir d'un 

30 milieu biologique complexe contestant diverses especes comarninantes(ADN de 
i'Wote. ARNs, proiesnes. lipides. lipoproteines, endotoxines...). tei qu'un lysat de 
cellules d'encapsidation, II n'apparaissait pas non plus a !a lecture de ee document 
que ie O Sepharose® XL puisse etre utilise a des fins preparatives car ii esi connu 
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que la majoritc des supports pendens teur ef'ficacite ties lore que Ton snjecte des 
quantity imnonantes de produits, 

D'autres supports echangeurs d'anions forts presenlant des caracteristiques 
sirailaires de composition de matrice, de distribution de taiiie de particules, tie 
5 porosile, de nature ehimiqne du bras flexible, de densite de greffase peuvent etre 
utilises pour la separation preparative ou anaJytique des particules adenovirates. De 
maniere avantageuse. ia matrice est constitute d'agarose reticule a 6 %, elle est 
grcffee avec des bras flexibles consticues de dextran el fonctionnalises avec des 
groupemenis echangeurs d'anions forts. Le support presente une granuiometrie 
10 comprise de preference entre 40 et 200 urn environ ; Le terms "environ" se 
rapportant a ia jrranulometrie signifte que la valeura prendre en consideration se 
situc dans tin ecart compris entre -*■/- 20 % par rapport a la valeur exprimee. De 
preference, cet ecart est compris entre +/- 10 % et de preference encore ii ess compris 
enire +/- 5 % par rapport a la vateur exprimee. 

15 De maniere plus panicuSeremeni preferec, la granubmetrie esl comprise entre 

45 et 165 urn et centres sur 90 p,m. 

De maniere avantageuse egalement, ia mairiee presents une dispersion tells 
que 95 % des particules ont un diametre compris entre 0.1 et 10 Ibis ie diametre 
moyen des particules. et de preference entre 0.3 et 3 rbis le diametre moyen des 
20 particitles. 

Le Q Sepharose® XL, utilise dans !es cxempies qui suiveni. illusire de facon 
non exhaustive ies performances des supports uiiiisables dans le cadre de I'invention. 

Le Q Sepharose® XL presente une distribution de taiiie des bilies allant de 45 
a 165 fim, centree sur 90 |±m. Ces caracteristiques de taiiie et de distribution des 

25 biiles font de ce support un echangeur chromatographique de type preparatif. La 
theorie ainsi que la pratique chromatographique indiquent qu'isn tel support a des 
performances tres modestes pour la separation de composes presentant des 
comportemenss chromatoeraphiques similaires quant a Tinteraciion d'echange d'ions. 
De meme, un id support aenere des pics chromatographiques larges mal resoius, en 

30 particulier en raison de la grande taiiie et de ta distribution ires large des biiles qui le 
constituent. Ces caracteristiques chromatographtques attendues sent veriFiees pour !es 
biomoiecules en general comme les proteines, qui sont eluees sous forme de larges 
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pics msl separes (voir Data File Pharmacia Biotech N c IS-S [23-821. Parcontre, et de 
facon toialemeni inattcndue. tes jmrticules d'a.deiwvirus sont eludes de ce type de 
support sous forme d'un pic extremement fm. tres symelrique. Par comparison aux 
prolines, comme par exemple ralbumine. I'efficactte d'une colonne rempiie de Q 

5 Sepharose® XL . mesuree par ta Hauteur Equivalent a aa Plateau Theoriqtie 
(HEFT) ou le nombre tie plateaux iheoriques par unite de longueur de colonne (Nem). 
est 50 a 100 foss plus elevee pour r adenovirus {N/m : 35,000) que pour les proteines 
camme ralbumine serique bovine (N/m : 600). Voir par example figure 1. Ainsi, 
lorsqsTit est mis en oeuvre dans des conditions chromatographiques optimisees, ce 

0 type de ge! et notamment !e gel Q Sepharose® XL. dunne «n pic enromatographique 
pour l*adenovims d'une finesse inegalee par ies supports generalernerit preconises 
pour la separation des biomoleeules. Parmi ies supports preconises pour la separation 
des biomoleeuies on peul citer Ies supports dont Sa matrice de base est de type 
polystyrene divinylberaene (comme pat exempie les resines Source 15Q et Source 

5 30Q, ou les resines de type Poms HQ, Poros DE2, ou Poros D). On peut egcScment 
citer des supports dont la matrice de base est de type copolymers methacrylate 
ethylene glycol comme par exemple les resines Tayopearl DEAE, QAE. « Super Q, 
ou ies resines de type Fractogel TMAE, TMAE HiCap. DMAE, ou DEAE dont les 
groupements fonctionnels echangeurs d'icns sont situes sur des chaines polymeriques 

0 I inea ires de type polyacry lamide gref tees sur la matrice. 

L'efTicacile des supports utilises dans le cadre de !a presente invention pour la 
separation des particules d'adwovtrus conduit a une tres arande setisibiiite de 
detection des panicules. Ainsi lorsque ces supports som mis en oeuvre dans des 
colonies chromatographiques analytiques, le comportement ehramatographique 

5 inattendu des particules vsrales permet tie quantifier i'adenovtrus avec une limile de 
detection ires inferieure a ta liniite de d£tecuon des methodes decrites anterieitreirtent. 
Cette timite de detection est au mains dix fois inferieure ce qui permet d'atteindre une 
Simite de detection de I'ordre de 1 x. 10* pv/ml dans des preparations de type lysai 
cellulaire brut et une limile de detection de I'ordre de i s 10' pv'ml pour des 

J preparations virales purifiees, 

Ce type de support permet egaiemenr d*asss»rer une sefectiviw ires elevee vis a 
vis des contaminants presents dasis les echantt lions a analyser corrtme par eKempie les 
proteines et les acides nucietques, Les proteines se presented! sous forme de pics tres 
iarses et clues bien avanr le pic viral. Les actdes nucleiques sont elues de la colonne 
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avec une concentration saline tres superieure a la concentration neccssaire a I'eluticm 
du virus. Cette caraeteristique. tres differente de celie obtenue avec la methode 
chromasosraphiquc preccdermneru decrite (Huygue el al.. Human Gene Ther. 
6:1403-1416, 1995) permet de s'afFranchir ties interferences de ce type do composes 
5 avec le pic viral. Enfsn. m^me lorsque les preparations a analyser contiewient des 
espeffes co-elutSey avec les partieules viral es, la forme tres speciHque du pic viral 
permet aisement de 1'ideniifier et de proceder a sa quantification. 

Ainsi, les supports utiiises dans le cadre de ['invention permettent d'idemifier 
et de quantifier tres facilemem et avec une grande precision le pic de 1'adenovirus 

10 lorsque celui-ci est analyse a partir de preparations con tenant line grande quantite de 
proteines et d'acidea tmcleiques. L 'analyse quantitative des panicuies ainsi que la 
purification est egaleraenl realisable a partir dc preparations obtenues avec des 
milieux de production virale tris varies, ou des milieux depourvus de constituents 
d'origine antmale, eomme par exemple l'albumine r qu'elle soit tTorigine bovine, 

15 humaine ou d'une autre origine encore (figure 2). 1! est egaiement important de 
constater que ia methode decrite dans la presente invention est applicable a i "analyse 
des echan til Ions contenant tfes acides mieleiques sons traitement prealable avec une 
nuclease sans affecter ni la sensibiltte ni h selectivity de la methode. 

A cet esard un autre objet de I'invention concerne ['utilisation de ce type de 
-0 support et du Q Sepharctse® XL en particulier. pour la separation preparative ou !a 
purification de panicuies virales. en patticulier d'adenovirus. a panir de milieux 
. biologiques. Un tel precede de separation peut eventucl Semens comprendre u«e etape 
prealable de chromatographic sur un autre support tel que cetix utilises dans le 
procede objet de ia demande WO98/G0524, et en particulier la reside Source i5Q. Une 
25 telle etape prealable peut se reveler avamageuse dans dss cas particuliers, par 
exemple si une quanttte de contaminants trop importame est presentc dans le milieu 
bioloerque. 

tin autre objet de ['invention concerne ['utilisation de ce type de support et du 
Q Sepharose® XL en particulier. pour 1'analyse quantitative ou la titration de 
0 paiticules virales, en particulier d'adenovirus, i partir de milieux biologiques. 

Le milieu biologique a partir duquel est effectuc la purification ou Sa titration 
du virus peut etre un surnageam de ceSlules d'encapsidation productricers du virus ou 
un lysat de cellules d'encapsidation. ou une solution pntpurifiec dudil virus. Lorsque 
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la separation preparative ou la purificalion des particules virales est effeeiuee a paitir 
d'un sunnsgeam de celiules d'ertcapsidation produetriees ou d'un lysat, II peut etre 
avHntageux de renliser une eiape prealable d'ultratiUraticm. de preference cette etape 
est rcaiiscc par ultrafiltration tangewielie ssjr membrane ayant un smil de coupure 
5 compris cnrrc 300 el 500 kDa. 

Le procede de purification selorc t'invenlion permet d'obtcnir des preparations 
virales de qualite elevce en terme de purete avec des renderncrtts en particules elevcs 
(de 1'ordre de 75 a 80 % ) en une etapc, a partir d'un stock dilue oufet tres riche en 
contaminants et ce, dans des conditions production entierernesit compatibles avec les 
10 exigences Industrie! les ei avec la rdgiementation concemant la production de 
molecules therapeatiqucs. 

Un autre objet de 1'invention eortcerne un procede de quantification 
d'adenovirus caracterisc en ce que les particules virales sont scparc&s par 
chromatographic surnn support de type Q Sepbarose® XL et la quantite d'adenovirus 
IS est determinee par mesure de l'absorbance des fractions de chromatographie. Le 
precede de rinvention permet un suivi plus facile et plus precis de la cinetique de 
production, directentent sur des echantillons homogenes de sumageant, sans 
pretraiiement. ce qui permet une meilleure reproductibiiite ct un meilleur controls des 
precedes de production des stocks de particuSes virales. 

2.0 L'invention a egaiemenl pour objel i'utilisation de support de chromatographie 

de type 0 Sepharose® XL pour ('identification de diffcrents serotypes d'adenovirus. 
En erTet, et dc facon surprenarue. ii a e£e observe que ce type de support permet de 
separer el ^'identifier de maniere simple et nipide une grande variete d'adenovirus tie 
differents serotypes direciement a partir d'un echantiilon de milieu de production 

IS viral par la determination du temps de retention et du ratio des absorbances a 260 nm 
et a 230 nm du pic chromatographique, 

Concemant la raise en oeuvre des supports de chromatographie dans le cadre 
de la presence invention, la separation des particules virales a des fins analytiques ou 
preparatives peut etre effectuee en applicant sur la colonne de chromatographie un 
30 gradient d'eiution de sel ou encore sel on un mode isocratique e'est a dire a 
concentration saline constant?. 
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Pour les methodes preparatives, le support chromafographique pent etre utilise 
dans une colonne da chromatographic de type classioue ou dans une colonne adaptee 
aux systimes de chromatographic hauie performance, en meltam en oeuvre par 
exemplc !e suppon Q Sepharose® XL, ou encore dans un systems dh a "lit fluidise" 
5 ou expanse, en meltant en oeuvre par exempli? le support Streamiine© 0 XL. La 
Eaille de la colonne chromatogtaphique est determines en rbnetiort de S3 quantite de 
virus present dans le materiefde depart. 

La preparation virale a purifier pent etre appltquee sur le suppon dans un 
tampon dont !a conduclivite est telle que le virus ne soil pas menu sur te support 
10 alors que ies acides nucleiques sont fixes, De maniere avantageuse, la conduetivite 
est ajustee a 45 mS/cm. Ce mode paniculier de mise en oeuvre permet alors de 
separer par une simple filtration a travers le support Q Sepharose® XL le virus des 
acides nucletques provenanl de la cellule hate contaminant la preparation virale. 

Les methodes de dosage ce de purification et de caracierisation des differents 
15 serotypes decrites dans la presents invention peuvent s'appliquer a differents types de 
virus, et d'adenovtrus en particuiier, qu'il s'agisse de vims sativaee ou de vims 
recombinants portant un transgene d'interer. 

Outre les dispositions qui precedent, la preserve invention comprend 
egalement d'autres caracteristiques et avantages qui ressortironi des exemples 
20 suivants. donnes a litre illustratif et non limitatif. 

LEGENDES DES FIGURES 

Figure ! ; profil d'eiution d'adenovtrus purifie et d'albumine bovine sur Q 
Sepharose® XL. 

Figure 2 : profil d'eiution sur Q Sepharose® XL d'un surnageant de culture 
25 virale obtenue sur un milieu depourvu de serum. 

Figure 3 : proft! d'eiution sur Q Sepharose® XL d'une preparation 
d'adenovirus purifie {2 x JO lo pv injectees ). 

FigtiTe A : profil d'etation sur 0 Sepharose® Fast Flow d'une preparation 
d'adenovirus purifie (2 x S0' 5 pv injectees}. 
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Figure S : Comparaison ties protlls d'elution d'une preparation d'adcnovirus 
puritie sur 0 Sepharose® XL et 0 Sepharose® Fast Flow. 

Figure 6 : profii d'elution sur 0 Sepharose® HP d'une preparation 
d'adenovirus puiifie (2 x I0' s pv injectees), 

MATERIEL ETMETHODES 

t - Adenovirus et production des adenovirus recombinants defeetifs pour 
Ja replication, 

Les adenovirus sont des virus a ADN double briti lineaire d'une faille de 36 
iciSobasss environ. Leur genome comprend noiammem une sequence inversec rcpetee 
(ITR) a chaque extremite, une sequence d'aicapsidation (Psl). des genes precoces ei 
des genes tardifs. Les principaux genes precoces Sont contenus dans les regions El, 
E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region E 1 notamment sorst 
neeessaires a 5a propagation virale. Les principaax genes tardifs sont contenus dans 
les regions LI a L5. Le genome de I'adenovirus Ad5 a &e entierement sequence et est 
accessible sur base de donnees {voir nocamment Genebank M73260). Dc meme des 
parties, voire la totalile d'autres genomes adetioviraux (Ad2. Ad7, AdS2, etc) put 
egalement ete sequencers. 

Pour leur utilisation en therapic genique, differents vecteurs derives des 
adenovirus ont ete prepares, incorporant diffcrents genes therapeutiques. Dans 
chacune de ces constructions, 1'adenovirus a etc modtfte dc maniere i le rendre 
incapable de replication dans la cellule infeetee. Ainsi, ies constructions decrites dans 
l'art ametieur sont des adenovirus deletes de b region El. essentielle a ia replication 
virale. au niveau de laquelle sont inserees les sequences d'ADN heteroSogue (Levrero 
ec al.. Gene 101 (1991) 195 ; Gosh-Choudhury el al.. Gene 50 (1986) 161). Par 
ailleurs, pour atneliorer les proprietes du vecteur. ii a ete propose de creer d'autres 
deletions ou modifications dans le genome de i'adenovirus. Ainsi, une mutation 
ponetuelie tbermosensibie a ete introduce dans ie mutant i 25. pentteitant 
d'inaetiver la pratcine de 72 kDa de liaison a I'ADN (DBP) (Van der Vliet el a!.. 
1975). D'autres vecteurs comprennent une deletion d'une autre region essentielle a la 
replication ei/ou a la propagation virale, la region E4. La region E4 est en eftei 
impJiquee dans la regulation de i'expression des genes tardifs. dans la stabilire des 
ARN nucleates tardifs, dar.s i'extinctirm de ['expression des prolines de ia cellule 
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hdie et dans I'efficacite de fa replication de 1'ADN viral, Des vecteurs adcnoviraux 
dans lescjuels les regions El el £4 sent deleters possedent done un bruit de fond de 
transcription es une expression de genes viraux ires reduits. De teis vecteurs ont etc 
decriis pas estmple dans les demandes W094/28152, VVO95.-02697, W096/2237S). 
En outre, d« vecteurs portant une modification an niveau du gene !Va2 ont 
element ete decrits ( W096/1 0088). 

Les adenovirus recombinants decrits dans la litieraiure sont produits a partir 
de differents serotypes d'adenovirus. Ii exists en effet differeius serotypes 
d'adertovims, dont la structure el les proprietes varient quelque peti, mais qui 
presenter!! une organisaiion genetique comparable. Pius parrtculierement. les 
adenovirus recombinants pcuvent etre d'origine humaine ou animate. Concernant les 
adenovirus d'origine homatne. on peut citer preTeremieilement ceux classes dans le 
aroupe C. en particulier les adenovirus dc type 2 (Ad2), 5 (Ad5) ; dans Je groupe B, 
les adenovirus de type 7 (Ad7) ; ou dans le groups A, les adenovirus de type 12 
(Adl2), Parrai les differents adenovirus d'origine animaie, on peut ciier 
prdercniieilement les adenovirus d'origine canine, et notammem tomes ics souches 
des adenovirus CAV2 (souche manhattan ou A26/6 i (ATCC VR-800) par exernpiej. 
D'autres adenovirus d'origine animate sont cites notamment dans la demande 
W094i'269!4 incorporee a la presents par reference. 

Dans un made prefers de mise en oeuvre de I'invention. l'adenovirus 
recombinant est un adenovirus humam du groupe C. De manlere plus preferentielle, i! 
s'agit d'un adenovirus AfJ2 ou Ad5. 

Piusieurs methodes ont ete decritcs pour Is generation d'adenovirus 
recombinants (C. Chartier et al., J. Virol. 70:4805-4310. 1996 ; WO96/25506 ; J. 
Crouzet et al.. Proc. Natl. Acad. Sci USA 94 :L4I4-!419, 1997 ; T-C. He el a!., Proc. 
Nail. Acad. Sci USA 95 ;2509-25J4. 1998). Ces methodes permettent de construire 
chez £. colj des piasmides portant le genome adenoviral d'inleret, ces piasmides sont 
ensuite diseres par une enzyme de restriction pour exciser le senorne adenoviral du 
plasmide. Le genome adenoviral est aiors transfecte dans une lignee d'encapsidauon 
puis amptifie. 

Les adenovirus recombinants sont habituellement produits par introduction de 
L'ADN viral dans !a Signee d'encapsidaiion. suivie d ! »ne lyse des cellules apres 
em-iron 2 ou 3 jours (la cmettque du cycle adenoviral etans de 2-1 it 36 heures). scion 
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tine autre variante, la culture est poursuivie jusqu'a S a 12 jours et les particules 
vtralos sont liberees spomanemem darts le milieu de culture par autolyse des cellules 
d'eneapsidation. 

Les virus utilises dans le cadre des examples qui suivent sonl des adenovirus 
5 comenam le gene marqueur lacZ de E. coii (AV, 0 CMV.!acZ). Ccs virus sont derives 
du serotype Ad5 ei possedent la structure suivantc : 

- Une deletion dans la region EI recouvram pnr exemple \e$ nucleotides 386 
(site Hinfl) a 3446 (site Sau3a). 

• Une cassette depression du gene lacZ, sous cftntrale du promoteur CMV, 
JO mserec niveau dc ladke deletion. 

- Une deletion de la region E3. 

La construction de ces virus a ete decritc dans la literature {WO94/25073. 
WO9^U!02. WO96/25506. J. Crouzet ec al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 94 :I4S4- 
1419, 1997). It est entendu que touie autre construction peut etre utilisee dans le 
IS precede seloti ('invention, et notamment des virus portant d'autres genes heterologu.es 
et/ou d'autres deletions [E 1/E4 ou E 1 /El par efcemple). 

Les techniques de transfecciosi des cellules, d'amplification et de titration des 
adenovirus om ete decrites precedemment fF.L. Graham el al.. Molecular 
Biotechnology 3:207-220, 1995; Crouzet et a!.. Proc. Nat!, Acad. Sci USA 94 :!414- 
20 1419, 1997 ; WO96/25506). 

La technique de dosage en tdu de Tactivlte 0-gs!actosicl3se codee par le gene 
iacZ conterm dans les vims AV :J) CMV.lacZ est realised eomme decritc par P. Yen et 
al. {J. Virol. 70:559-565. 1996). 

- Production des adenovirus ^Vj aCMV-iacZ 

25 La re'colte du virus a partir des cultures de lignees productrices a et£ t'aite soil 

par un precede classique faisant appe! a une serie de cycles de congelation- 
dccoitge'lation, soit par lyse ehimique en presence de ]% Tween-20. soit en 
poursuivant \z culture- jusqu'a Pauroiyse seion le proeede decrit dans VVO98/00524. 

Les milieux de culture peuvent v-arier selon tes listtees transcomplementantes 
30 utilises* ou selon fes quantites mises en ceuvre. Ces milieux peuvent etre !e MEM. 
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DMEM... complement ou non de serum de veau- et contieatterst differentes 
concentrations de sels inorganiques. Sucre, acides amines, vitartiines, hepes ou rouge 
de phenol. 

Les cellules transcosnplementantes de !a region E! telies que les cellules 293 
S ou PER..C6 sont iransfeciees a 60-50% de confluence en boitc de culture avec un 
ADN viral obtenu par digestion d'un plasmide portam 1c genome adenoviral 
d'inieret. L'incubatton dure de 8 a 15 jour$, le moment de recoltc est juge par 
1'observaiion au microscope des celSules qui s'atrondissem, devicnnent plus 
refrmgentes et adherent de plus en plus faiblernenr au support de culture. Le virus est 
10 ensuite libere du noyau pjr 3 a 6 cycles de decongelaiion successifs <ethanol 
carboalace a -70°C, bain-marie a 27°C). Le virus ainsi obtenu est utilise pour infecter 
de 'nouveau ies cellules trasiscompfementames a une Mukiplicite d'lnfisciion <MOI) 
donnee pouvant varierentre 10 el ,100 particules virales par cellule, le virus amplifie 
est obtenu comme precedemmeni en poursuivant Tincubation de 40 a 72 h. 

15 Selon une autre variants decrite dens la demande WO9S/00524, les cellules ne 

soni pas recokees 40 a 72 heures post-infection, mais 1'incubaiion est prolongee entre 
8 a 12 jours de facon a obtenir une lyse iolale des ceilules sans avoir besom de 
procdder aux cycies de congelarion-decongelation. Le virus est alors libere 
sponlanemenl dans le surnageant. Le sumageant est ensuite clarifie par filtration sur 

20 des fUtres profoncfeur de porosise decrmssame ( l0unVt0,um/0.K-Q.2prn). Le 
sumageant clarifie est ensuite concentre par ultrafiltration rartgeritielle sur membrane 
s pirate Mill i pare oyant tin seuil de eoupure de 300 kDa. Le f'acieur de concentration 
est de I'ordre de 20 a iOO t'ois. Seion une autre variants, le sumageant clarifie peui 
eire utilise tel quel pour la purification des part'.ciik's udenuvsraies par 
25 chromatographic sur une colonne de 0 Sepharose® XL, 
- Analyse des preparations d'adenovsrus. 

Les differentes techniques analytiques utilisees pour determiner La qualite des 
preparations virales obtenues fSDS-PAGE, analyse en Western blot. 1E-HPLC sur 
cotcnne Resource 15Q, ere.) Ont cte decrites precedemment (WO98/00524). 

30 2 - Methodes anaiytiques mettant en oeuvre ie support de 

chromatography Q Sepharose® XL, 
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Les conditions operatoires pour la detection, ['identification ei la 
quantification des panicuies ^'adenovirus a partir d'une culture de cellules 
d'encapstdation infectees sprit reaSisees comme decrit ci-apres. 

Uric colonne de chromatographic remphe avee environ 1 ml de Q 
5 Sepharose® XL H5-165 fim; Amersham-Pharmacia Biotech) est preparee dans une 
coionne de type HR 5/5 (Amersham-Pharmacia Biotech). Cette colonne Est moniee 
sur un systeme CLHP de type Waters 626 equipe d'un systemc dc detection 
tJV/visible a barrette de diodes 996 operant dans ia ptage d'absorbance 200-300 nm, 
Cette colonne d'echange d'antons est utilisee pour la separation et la quantification 
10 des particules viraks. 

Avant chique analyse, la colonne est equilibrce a 30°C dans art tampon 20 
mM Tris/KCl, pH 7,5 a un debit de 1,5 mt/min. L'echantiilon a analyser eomenant les 
particules viraies est injects sur la colonne. Pour obtcnir une resolution maximaie. [a 
quatitite dc particules injectee doit etre inferieure ou egaie a 1 0 ! " particules / ml de 

1 5 support. Le volume injecte n'a pas d'influence sensible sur Ja separation des especes, 
an moms pour un volume injecte inferieur ou egal a 50 ml par ml de gel. Apnes 
1'mjection. la colonne est rincee avec S volumes du meme tampon, et les especes 
fixees sont eludes avec un gradient lineoire de G a I iVl NaCS dans le tampon 20 mM 
Tris/HCL pH 7,5 sur 30 volumes de colonne. En fin dc gradient, ia cokmne est iavee 

20 avec 2 volumes de colonne de soude 0.5 N avani re-equilibration en vue de Panalyse 

Une courbe etalon a 260 nm est construite avec uns preparation de particules 
d 'adenovirus purifiee soil en gradient de CsCI. soit par chromatographic. Cette 
preparation etalon a etc titree ats preaiable en particules par son absorbance a 260 nm 
15 dans une solution de SDS s 0.1 % en utilisant le fscreur dc conversion de 1 x 10" 
particules par unite d'absorbance a 260 nm. 

Dans ces conditions, ! 'adenovirus est elue au temps de retention de IS film 
environ et presentc un ratio d" absorbance a 260 nm par rapport a 280 nm de 1 .30 ± 
0.02 (voir figure 3). Le iogiciel « Suitability » de la station d'acquisition et de 
30 (fakement du signal chromatographique Millennium Waters determine apres chaque 
analyse de facon automatique la valeur de N.in (calculee a mi-hautcuri et de 
i'asymetrie (caiculec a 10 % de ia hauteur) du pic. La valeur de N'fn sur le pic 
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adenoviral est lypiquement de 35.000 ± 3.00D el le lacieur d'asymetrie du pic est de 
LOS ±0.05. 

3 - MitUdde preparative pour la purification dadenovlms par 
chromatographic d'echange d'anions. 

5 L'adenovirus est purine a partir de cultures de cellules d'encapsidatiort 293 ou 

PER.C6 (WO97/00326). Le virus est produit et rccolte dans des sumageattts apres 
autolyse cornrne decrit precedemmcnt. II est ensuitc filtre a travers une membrane 
0.45 }im {HT Tuffryn on poiysulfono) juste avatn purification. En I'absence 
dedication comraire. le protocols de purification esl identique an protocols mis en 
10 oeuvre pour la separation anaiytique des particules virales decrit d-dessus, mass avec 
un gradient d'eltttion different L'elution est effectuae avec un gradient de 0.2S a i M 
NaCI sur 30 volumes de colours. Le volume de !a colonne est adapte aux Cjuamites de 
virus a purifier en consideram une capacitc de ! x 10'" particules par ml de support 
chromstographique. De raeme, le debit Jineairc des ciuants est fixe a 300 cm/h. 

BXEMPLES 

Exempte I .- comparaisun des supports de type 0 Sepharose® XL avec le 
support Q Sepharose© Fast Flow. 

Cel exempie iliostre les proprictes specifiques des supports de type Q 
Sepharose© XL vis a vis du support O Sepharose® Fast Flow. 

Les deux supports sont eonstitues de btlies de structure de base identique 
(agarose reticule a 6 %), de meme repartition granulometrique (45-165 nm). its 
different par la presence de bras flexibtes en dextran portant \ns groupments 
echangeurs de type Q pour le Q Sepharose® XL, alors que ies memes groupernents 
de type Q sent fixes directement sitr la masrice d'agarose dans ie cas du 0 
Sepharose© FF, 

Une preparation d' adenovirus purifiee Q x 10 11 pv) est injectee stir uric 
colonne de Q Sepharose© XL (1 ml de support) et eluee avec un gradient de NaCl tel 
c.ue deilni ay paragraphs 2 tie la Section Materiel et Methodes. Le pro ill d'eiulicm est 
presents; dans le figure 3. Dans les merries conditions, une analyse identique est 
eiTecwee sur une colonne similaire rempiie de support Q Sepharose® Fast Fiow {FF}. 
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Le profi! dilution est preseme dans la figure 4, La comparaison des performances 
chmmatographiques est presentee dans le tableau ci-dessous. 



Support 


Efffcaciie (N/rn) 


Asymetrie 


0 Sepharose® XL 


30 000 


1.0 


Q Sepharose® FF 


5 000 


1,0 



Tableau 1 : comparaison des performances ebroirmtographiques avec Ses 
5 supports Q Sepharose® XL et Q Sepharose® FF 

Comme le momrent les figures 3 e! 4, le temps de retention du virus est 
simitaire dans ies deux ens <t - !S min pour Q Sepharose® XL et t = 20 rain pour Q 
Sepharose® FF) t mais 1c support Q Sepharose® XL presents: une efficacite Ires 
superieure an support O Sepharose® FF. 

j De ia m£me fac-or:, ['analyse d'un extrait cellulairc brut coetenam 2 x 10 9 

particules viraies d'adenovirus sur les deux supports (figure 5) moatre que seul ie 
support Q Sepharose® XL presents urt pic de vims idenrifie et quantifiable. Par 
eontre. les proieines presenter dans la preparation sunt separees avec une et'ficacite 
idemique pour les deux supports etudies fngure 5). 

> Ces resuitats indiqueni que la presence des bras flexibles ponant les 

groupemems echangeurs est un element rasentiel de ce type de support. La presence 
de ces bras flexibles contribue de maniere important^ aux performances 
chromatographiques avanweesises du Q Sepharose® XL pour la separation des 
adenovirus. 

I Exemple 2 : comparaison des supports dc type Q Sepharose® XL avec le 

support Q Sepharose® HP. 

Cet exemple illusire les proprietes specifiqucs des supports de type Q 
Sepharose© XL vis a vis du support 0 Sepharose® HP. 

Les deux supports sm\ consiiiues dc biiles de structure de base identtque 
(agarose reticule a 6 %). Le support Q Sepharose® XL presence une distribution de 
taille des biiles 2llam de 45 a 165 urn centres sur 90 urn. La granulomere du support 
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0 Sepharose® HP est de 34 ± 10 urn. La aranulometrie du suppon Q Sepharose® HP 
est plus fine et beaucoup moins disperses que cetle du support 0 Sepharose® XL. Le 
support Q Sepharose® HP dcvrait done presenter des performances chromatogra- 
phiques ires superieurcs aux performances du Q Sepharose® XL. 

5 Une preparation d'adenovirus purifiee {2 x, [0'° pv) est injeciee sur une 

colonne de Q Sepharose© XL (i ml dc support) et eluee avec un gradient de NaCl iel 
que deflni au paragiaphe 2 de la Section Materiel et Meihodes. Le profil d'elution est 
presente dans ia figure 3, Dans tes rriemes conditions, une analyse identique est 
effectuee sur une colonrte simtlaire remplie de suppon Q Sepharose® HP. Le profil 
1 0 d'eluiion obtenu avec le support 0 Sepharose® HP ess presents dans la figure 6. 

Les resultats prcsemes dans la figure 6 momrent que le support 0 Sepharose® 
HP presente une efikacite (N/m. 15 000) sensiblement inferieure au support Q 
Sepharose XL. De plus le pic viral presents une traine sens i We sur le support Q 
Sepharose© HP (asymetrie, 1,6), alors qu'il est rigouteusesnent symetrique sur te 
IS support Q Sepharose® XL. 

De facon inattendue, malgre sa granulometrie plus fine et sa repartition 
granulometrique moins disperses, le support Q Sepharose® HP n'atteint pas les 
performances du support 0 Sepharose® XL pour la separation des panieules virules. 
II presente par contre des performances bien superteures pour la separation des 
20 proieines. comme ii est indique par le tourntsseur (Amersham-Pharmacia Biotech) ct 
comme IS est comlrmi dans nos conditions experimenfales avec des experiences de 
separation de I'albumine bovine (tableau ci-dessous). 



Suppon 


Adenovirus 


Aiburrrine 


Efficacite(N/m) 


Asymetrie 


Efficacile (N/m) 


0 Sepharose® XL 


30000 


f.O 


600 


Q Sepharose® HP 


15 000 


L6 


4 000 



Tableau 2 : comparaison des performances chrornatographiques avec ies 
25 supports 0 Sepharose® XL et 0 Sepharose® HP 
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Ces resultats confirment que J a presence ties bras flexibJes ponant les 
groupement echangeurs d'anions forts est urs elemeRt essentieS dans la performance 
10 chromarographique de ce type de support pour la separation des particules virales. 

Ces resultats indiquent egaJement qu'un autre paramitre important a prendre en 
5 compte dans la definition du choix du support est !a granulometrie et en particuiier ta 
dispersion de tailte. 

' 5 Exempic 3 ; eomparatson des supports de type Q Sepharose® XL avec les 

supports Fractogei® TMAEfS) et Source ISQ. 

Cet exemple iHustre les proprietes speeiftques des supports de type Q 
2o '0 Sepharose® XL vis a vis du support Fractogei® TMAE<S) et du support Source 15Q. 

Les ?rois supports sont consritues de billes de structure ct d<; composition 
differemes. Le Q Sepharose*® XL est constitue cfagarose reticule a 6%. Le support 
Fractogei® TMAE est tine resirte de polymiihacrylate reticule et le support Source 
25 T5Q est constitue de billes de resine de type polysryrene-divinyibenzene. La 

! 5 granulometrie des supports Fractogei® TMAE(S) (20-40 nm> el Source ! 5Q { 1 5 urn) 
est tres inferieure et bien moins dispersee que cefie du support Q Sepharose® XL 
(45-165 um), Par ailleure, les trois supports presentent les groupements echangeurs 
30 forts. Ces demiers sont situes sur des bras flexibles fixes sur la matrice dans le cas du 

Fractogei® TMAE(S) et du Q Sepharose® XL, conirairemen! au Source i 5Q dont ies 
20 groupemems echangeurs soni grefies directemeni sur la matrice. 

Une preparation d'adenovirus purifsce {2 x 10 ! " pv) est injectee sur une 
colotine de Q Sepharose® XL (1 m! de support) et ehsee avec un gradient de NaCl tel 
que riefini au paragraphc 2 de la Section Materiel et Methodes. Li? profil d'elulton 
obtenu est preseote dans la figure 3 - Dans les raemes conditions, une analyse 
25 identique est effceiuee sur une colonne simiiaire remplie de support Source ! 5Q et el 
40 une autre analyse est effectuee sur une cobnrse remplie de support Fraeioget® 

TMAE(S). 

De Facon inattendue, malgre sa granulometrie bien plus fine, le support 
45 Fraclogei® TMA£(S) n 'attaint pas les performances du support O Sepharose® XL 

30 pour la separation des adenovirus, !i preseme par contre des performances bien 
superieures pour la separation des proteines. De raeme. malgre sa eranuiometrte tres 
fine et sa distribution granutotnetnque quasi monodispersee. le support Source !5Q 
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n'attemt pas, Jul non plus. !es performances du support Q Sepharose® XL pour !a 
separation des adenovirus. 



Support 


Efficacue<N/m) 


Asymetrix 


Source I5Q 


20 GOO 




g Sepharose® XL 


30 000 


1.0 


Fractogel® TMAEfS) 


20 000 


1.5 



Ta&ieau 3 : comparaisori des performances chromatograpfiiques avec les 
5 supports Source !5Q. Q Sepharose® XL el Fractoge!® T!vIAE(S). 

Ces resultats indiquent que la presence de bras flexibles portant les 
gronpemenis echangeurs rfest pas settle responsable des performances 
chromarographiques specifiques du support Q Sepharose® XL pour la separation des 
adenovirus. La composition chimique de ces bras, leur densite de greffagE, la nature 
10 et !a porosite de ia matriqe pur laquelle sont grefTes les bras flexible son( uvlW de 
parametres qui peuvent infiuer sur ies performances chromatographiques du support 
pour la separation des panicuies virales. 

Exeinple A : detection et qualification des particules d' adenovirus 
sauvages de divers serotypes, 

5 Cel exempie illusire- une melfiode de detection el d'identifieaiiort des 

particules d'adenovirus sauvages de divers serotypes bssee sur ['utilisation du support 
chromatographique de type Q Sepharose® XL. 

Les divers adenovirus sauvages ortl ete praduits par infection de cellules A549 
cultivees sur milieu DMEM et recoltes apres 3 cycles de congelation-decortgelation 
0 des cellules. Les preparation om ensuite etc fiitrees a travers une membrane Acrodisc 
f de type HT Tuffryn 0.45 um; GelmartScietices) avant analyse, 

Les diverses preparations sont ensuite analysees par chromatographic scion le 
protocols decrit dans !e peragraphe 2 de h section Materiel et Meihodes. Cependant, 
dans Pexemple presents, les analyses ont ete effeeuiees avec une colonne ayant im 
5 volume leseremem superieur a 1 ml (* 1,35 ml), ce qui explique que !e temps de 
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retention de ('adenovirus j soit superieur (153 mini au temps de retention de 
reference (18 mini indique dans la section Maleriei ei Melhodcs. 



ADENOVIRUS 
(SEROTYPE) 


SOUS- 
GROUPE 


TIT RE 
(pv/ml) 


Ratio 
(26O/2S0) 


T, 


18 




2,3x 10' 


1.18 


15,0 


3 


B 


4,S x 1C 10 


1.35 


20,1 


7 


4,4 x IQ" 1 


1.33 


18,3 




3.8 x 10'° 


1.30 


22,7 


14 


1,1 x ID 10 


1,3! 


27,0 


21 


2.7 x 10'* 


1.36 


22.8 


34 


4,7 x tO 1 " 


1.30 


21.5 




C 


1,2 x lO 14 


1,32 


26.9 


2 


2,3 x 10 10 


1.33 


26,9 


5 


6.6 x SO 10 


IJ3 


25.3 


6 


6,6 x iO' 6 


1,38 


22,3 


13 


D 


46 x 10 15 


1,SS 


17,0 


20 


3,5 x 10'" 


1,32 


22.1 




£ 


3,9 x 10 ,u 


U! 


20,1 


36 




2.9 x 10 ,a 


1,37 


22.4 



Tableau 4 : caraclerisation cnromanjgraphique de clivers adenovirus sauvages 

5 Cet exempli montre que les divers adenovirus ont non settlement un temps de 

retention variable suivant les serotypes consideres mais acssi un ratio d'absDrbance 
265 nm/280 rim caracteristique du serotype en question. La eombinaison de ces deux 
criteres qui peuvetu etra mesures simultanement durant tme seule et mesne analyse 
chromatographique constitute done un moyen d'identifkatiort rapide et fiabie du 

SO serotype de i'adenovirus present dans is preparation chromatographies. 

Une correlation a ete recherehee entre te temps de retention du vims sur la 
cclonne et les caracteristiques de la fibre et de i'hexon des adenovirus de type 7, 3, 4. 
5 et 2, pour iesquels les sequences sont publiees (1998 J. Virol. (1998) 72 p. 7909 et 
Arch, Virol (1997) 142 p. 1307 ). Aucune correlation n'est mise en evidence a panir 

15 des donnees d'ideiitite de sequences de !a tete de ia fibre, ni menie a pantr des 
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differences du rtombre de repetitions de feuillets p dans Is rige dc la fibre (voir 
tableau ci-dcssous). Par comre, et de faeon siirprenante. une correlation a etc mise en 
evidence ensre le temps de retention du virus et 1'identite de sequences de fhexon 
(voir tableau ci-dessous). Cette correlation est en parfait accord avec la charge 
globale de i'hexon a pH 7 ; cette correlation momre que l'etevation de la charge de 
i'hexon a pH 7 correspond a une augmentation de la retention du virus sur la colorme. 
Pes miiinces peuvent extster en foncfion de la charge a pH 7 de ia pante LI exposee 
de i'hexon, tel qu'indique par les donnees obffinues avec le virus de type 3- 



Tableau S : correia'io' 
sequences de I'hexon. 



e le temps dc retention du v 



Exerapie 5 : detection et quantification d£s particules d'adenovirus 
recombinants an eours des etapes de production d'un slock viral. 

Cet exemaie iihistre I'litilisation des supports de type Q Sepharose® XL pour 
la detection et la quantification des particules d'adenovirus recombinant 
AV lfl CMVJacZ produites fors des etapes de transfection el d*amplification avec 
differentes Hgnees eellulaires d'encapsidation (eeJlules 293 ou PER.C6). 



Celte methods ffarsaiyse exsrememer.t rapide foumit en queiques minutes, et a 
partir d'tsn sumageam de culmre, le tiire de la solution ^'adenovirus resultant de 
cbaque etape. Celte methode rapide et sensible pemiei d'optimiser les conditions 
d'amplificstion de t'ttape suivante qui pern des iors etre realises dans des conditions 
de MO! determinee et controlee. 



WO <MK4070I 



PCT/FR99/03315 



23 

Cette methode d'analyse a ete testes pour controlcr la production d'adenovirus 
recombinants de type AV, „CMV.lacZ Lors des etapes de transfection et 
d'ampisficiuion sur cellules 293 ou PER.C6. 

L" adenovirus A V\ t CMV.IacZ a ete produit apres transfection de ceJJuies 293 
5 ou PER.C6 avec le plasmide p3CL2822 digere par Pacl (Crouzet ct a!., Proc. N'att. 
Acad. Sci USA 94 :14I4-1419, 1997 } puis infection de cellules respectivement 293 
on PER.C6 is une multiplicite" defection (MOl) determinee. La transfection initiate 
est realises avec 5 a 10 microgrammes d'ADN viral obtertu par digestion du 
piasmide. 

10 Lors de la lyse des cellules, le virus a ete recolle par 3 cycles de congelation- 

decpngeiaiion des cellules, Les preparations ont ensuite ete filtrecs a travtrs une 
membrane Acrodisc (de type HT Tufifryn) de 0.45 um avant analyse. 

Les diverses preparations som ensuite anaiysees par chromatographic seion le 
protocole decrit dans le paragraphe 2 de la section Materiel et MetSiodes. Le titre de 
15 la solution d'adenovirus est determine par reference une courbe etalon reolisee dans 
les conditions decriies a» paragraphe 2 de la Section Materiel et Mefhodes. 



Les r£sukats sent presented dans le tableau ci-dessous. 



Cellules 




E?ape 


Titre (pv/ml) 


totaletpv) 


293 


AV,„CMV.tacZ 


transfection 


3.8 x 10* 


7,6 x 10' 






amplification I 
MOl 50 


3,5 x I0 ,r: 


1 ,0x 10" 






amplification 11 
MOl 30 


4.2 x I0'" 1 


3,1 x ID 11 


PER.C6 


AV r0 CMV.lacZ 


transfcecion 


2.4 s 10" 


9,6x10' 






amplification E 
MOl 30 


2,1 x 10" 


6.3 x !0" 






amplification II 
.'mO!6G 


3.2 x !0 !C 


1.9 x !0 ,: 
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Tableau k : detection et quantificaeion des particules d'adenovirus 
recombinant AV p0 CMV.IacZ obte-nues iors de la production de stocks viraux dans 
deux lianetrs transgomplemenUmtes (293 on PER.C6). 

Les patticules virales totales obtenues om dosees pour determiner la 
concentration en partial les infecfieuses (pfu} el particules possedant l*activise du 
iransgene (tdu). Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
infectieux d'une solution d'adetiovirus. et est dsierminc par infection d'une culture 
celluiasre approprtee, et mesure, generalement apres 1 5 jours, du nombre dc plages de 
cellules infectees Ces dosages reposent sur des methodes biologiques et les vaieurs 
obtenues peuvcnt apparaitre differemes seion les conditions utilises (J. Virol. (1996) 
70 p. 7498). En fait, la formation d'une plage dans une Mgnee inmscomplernentanle 
ne decrit pas necessatrement i'infectivite du virus dans iTauures cellules titles 
(Biotechniqucs (1997) 22 p. 447). Les resultats obtenus sunt prcsentes dans le tableau 
ci-dessous et les vaieurs obtenues sont era parfait accord avec les donnees de 2a 
litleraiure (P. Yen et a!. J. Virol. (!996) 70 p, 559). En effet, P. Yen et al. decrivem 
des virus AdRSVjiGa! purifies par gradient de chiorure de cesium ayant des rappon 
tdu/pfu de 0,49 a 0,68 ce qui esttres proche des results obtenus ci-dessous. 



30 


Cellules 




Titre 


Titre 


pv/pfu 


Titre 


pv/tdn 


tdu/pfu 








(pv/ml) 


(pfu/ml) 


(tdu/mi) 








293 


AV,„CMV.lacZ 


4,2 x lO 1 * 


1.7 * 10 7 


24 


7.6 x W 




0,45 




PER.C6 


AV,. g CMV.lac2 


3,2x.l0 m 


1.3 x 10" 


26 


7,4 x 10" 


43 


0,57 



Tableau 7 : relation enti 
particules possedant 1'activite du transgene (tdu). 



n particules snfectieuses (pfu) ei 



Exemple 6 : detection ei quantification des partieuies d'adenovirus 
recombinant produites Iors des etapes de fransftctioii et d'amplificaiion sur 
cellule IGRP2. 

Cet exemple iiltsslre ['utilisation des supports de type 0 Sepharosc© XL pour 
!a detection et la quantification des partieuies d'adenovirus recombinant 
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AV JS CMV.lacZ produites iors des elapes de transection a d' amplification sur 
celluie IGRP2. 

L'adenovirus AV ](1 CMV.IacZ a etc prodiiil apres transfection de getjules 
d'encapsidation 1GRP2 avec ie piasmide pXL3O05 digere par PacI (le plasmide 
5 pXUG05 derive du piasmide pXL2S ! 1 decrst dans {Crouzet et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci USA 94 : HI 4-) 419, 1997) par echange du promoicur RSV par le promotcur 
CMV ) puis infection de cellules 1GRP2 (WD9672237S) a une muliiplteite d' infection 
(MOI) determine. Lors de la lyse des cellules, le virus a etc nicotic par 3 cycles de 
congelation-deeongeiaiion des cellules. Les preparations ont ensuite ete frltrees a 
10 travers une membrane Acrodisc (de type HTTuffryn) de 0.45 um avant analyse. 

Les diverses preparations sont ensuite analysees par chromatographic sefon le 
protocols decrit dans la section Materiel et Methodes. Les rcsultats sont presenies 
dans le labSeau ci-dessous. 





Etape 


Titre (pv/ml) 


Quantite totafe 
(pv) 


AVj.jCMV.faeZ 


transfecsion 


0.1 x 10" 1 


2,0 x 10 10 




amplification I, MOI 
100 


l,54x J0 ,D 


\,A s 10 s - 




amplification H. MOf 
■50 


1,39 x !0 r " 


LOx I0 |; 



15 Tableau 8 : detection et quantification des particules d' adenovirus 

recombinant ,\V 3B CMV.IacZ obtenues lors de la production de stocks viraux. 

Les particules virales totales obtenues ont ete dosees pour determiner la 
concentration en particules possedant i'activite du iransgene ( 3,2 x 10' tdu/'ml). Un 
rapport pv.'tdu de 43 est comparable au rapport pv/rdti de 43 ci 55 obtemi dans 
20 Sexemple 5 et permet de correier la mesure physique \J9 y. ID 10 pv/mt de panscules 
virales a Is mesure biologique de 3.2 x, lO" tdu/mi d'smites de transduction. 
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Eiemple 7 : purification d« virus par chromatographic sur resine Q 
Sepharose® XL. 

Le materiel de depart est consmue soil du lysat de culture obtemi par 
congelauon-decongelation des cellules d'eneapsidaiion productrices du virus, sott du 
5 sumageam c-blenu apres lyse spontanea des cellules. 

Dans 1 'experience rapportee dans cet exempte, 153 ml d'un auioiysai de 
culture de ceSiules PER.C6 infeciees par le virus AV^CMV.LacZ covenant 4.9 x 
10" pariicuies ont ele injecies sur une colomie de 5,8 ml de Q Sepharose® XL. 
L 'equilibration de la colonne at 1'ektion du virus ont ete effectuees a un debit de 300 
10 cm/h avec un gradient de 0,25 a ! M NaCl sur 30 volumes de colontie comme decrit 
pour la separation analytique du virus dans le paragraphs 2 de !a section Materiel et 
Methodes. Le pic viral (7,1 ml) a ate collect^ puis analyse par diverses techniques ( 
EI-CLHP, SDS-PAGE) consme decrit ci-dessous. La fraction collected est analysee 
par chromatographic liquids haute performance (CLHP) sitr une colonne de Resource 
55 Q (1 ml) dans un systeme chromatographiqtie suivant : 10 jjl de ia fraction punfuje 
par chromatographic comme decrit ci-dessus sent injectes sur une colonne Resource 
015 (iml de gel; Pharmacia) equilibrce dans du tampon Tris/HCl !0Q mM pH 8,0 
contenant 0.5 mM MgCK, (tampon B}, Apres rincage avec 5 ml de tampon B, tes 
especes adsorbees sent iluees avec un gradient liiteatre 30 ml de NaCl (0 a 1 M) 
20 dans le tampon Baun debit de i m!/min. Les especes eluees sont deteciees a 260 nm. 
Apres I' etape de purification sur colonne de Q Sepharose® XL . la fraction collected 
presente une purese > 99 % en particulcs vjrales (detection UV a 260 nm). Le 
rendernertt de purification en particutes viralcs est de 82 %. 

Ceue analyse par CLHP montre de plys que f'albumine serique bovine 
25 residuelle presenie dans le iysat de depart est totaiement eliminee au cours de la 
chromatographic preparative. 

L'analyse en electrophorese de la fraction adenoviral puriftie par 
chromatographic est effectuee en gel de polyacrylaraide (4-20 %) en conditions 
denamrantes (SDS). Les bandes dc proteines sont ensuite revelees au nitrate d'argeni. 
30 Cette analyse montre que k preparation adenovirale obsenue par chromato^raphie a 
un niveau de purete au rnoins egal a ceiui de la preparation obtenue dassiquement par 
uitracemrifugation e! qu'elje ne pnjseme pas de bande de prolines supplemental re 
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de ia preparation par des prolines ; 



qui indiquerait i 
adenovi rales. 

La preparation adenovirafe obtenue par chromaiographie presente un ratio 
d'absorbance ^ nm '• ' A 280 nm 4 S al a 1-30 ± 0.05. Cette valeur, qui est identique 
a celle obienue pour les meilleures preparation obtenues par ultraceturtfugation, 
indique que la preparation est depourvue de protemes contam mantes ou d'acides 
nucleiqut 



La titration du vims moiitre bien h presence de particules virales infectieuses 
avec un rapport pv/pfii tres satisfaisant. (voir tableau ci-dessous) et Les particules 
virales purifiees ont effectivement i'activiie infectieuse attendue. 



Etape 


Tttre (pv/mi) 


litre 
(pfii/mi) 




Rendement 
crsmuie en pv 
(%) 


avant purification 


3,2 x 10 !D 


0,13 x !0 !t 


25 




fraction chromatographique 


56 x 10* 


1.6 x 10" 


34 


8! 


produit formule 


93 x 1G'° 


3,7 k. 10'° 


25 





Tableau 9 : purifica 
Sepharose® XL. 



i d'adenovirus AV 1(! CMV.LacZ s 



Lc precede deerit dans cet exempie penrtct done de purine- les pariicules 
15 adenovirals sans affecter leur pouvoir infectieux , directemen! a partir d'un lysat de 
cellules d'ertcajwidation, sans traitemetit preamble (ultrafiltration par exempie ou 
une nuclease) du materiel a purifier. 
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REVEKDlCATfONS 

f . Precede de separation de parricides viraies a partir d'un milieu biologique 
caracterise ert ceqifil comporte au moiiis une etape de chromatographic realises sur 
un support camportani une matrice, des groupements echartgeurs d'ions. lesdits 
5 groupements etani greffes sur ladite matrice au moyen d'un bras flexible. 

2. Prrjcede selon la revendication I . caracterise en eeque la matrice est choisie 
parmi I'agarose, le dextran. 1'acrylamide, la si!ice, le polylstyrene-diviriyibertzerte], 
seuls ou en melange. 

3. Precede selon la revendication 2. caracterise en ce que la matrice est 
1 0 constitute d'agarose reticule et de preference d'aaarose reticule a 6 %. 

4. Precede sebn I'une des revendications 1 a 3, caracteTise en ce que la 
matrice presente me granulometrie comprise entre 40 et 200 tim environ. 

5. Procede selon la revendicaiion 4, caracterise en ce que la matrice presente 
une granuSometrie comprise entre 45 et 1 65 um et centres sur 90 }xm. 

15 6. Precede selon la revendication 4 ou 5, caracterise en ce que la matrice 

presente urte dispersion telle que 95 % des particuies out un diametrc compris entre 
0. 1 et SO fois ie diametre moyen des particuies. et de preference entre 0.3 et 3 fois le 
diameire moyen des particuies. 

7. Procede seion ia revindication J . caracterise en cc que ie bras flexible est 
20 un bras hydrophils constkue d'uti polymere d'originc synthetique ou naturelk. 

8. Procede selon la revindication 7, caracterise' en ce que le bras flexible est 
un polymere d'origine symhetique choisi parmi tes alcc-ols polyv-inyJiques, Ses 
polyacrylamides. les polymethacrylamides ou les polyvinyl ethers. 

9. Procede selon !a revendication 7. caracterise en ce que le bras flexible est 
25 un polymere d'origine namrelle de nature pnlysaccbarridique choisi parmi i'amidon, 

ia cellulose, le dextran ei ['agarose. 

1 0. Procede selon la revendication & ou 9, caracierise en ce que !e degre de 
polymerisation du bras flexible est d'envirort 30 unites moRomcriques 
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1 i. Precede selcm la revemlieauon 10, caracterise en cc que le bras flexible est 
un dextran de poids moieculairc moyen de 5000 Da environ. 

12. Precede seiart la rcvendication 1. caracterise en ce que le groupenlent 
echangeur d'ions est un groupemetii Echangeur d'aniorts fori. 

13. Precede selon la revendication 12, caracterise en ce que le groupemetii 
echangeur d'anions fori est une amine uuateniairc. 

14. Procede selon l'urte ties revendications 1 a 13 on selon la revindication 5, 
caracterise en ce que la chromatographic est effectuee sur un support de type Q 
Sepharose® XL. 

15. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que le milieu 
biotogi'que est un surna^eam de cellules d'encapsidation productrices dudii virus. 

16. Precede selon la revendication I, caracterise en ce que ie milieu 
bioioaique est an lysat de cellules d'encapsidation productrices dudit virus. 

17. Precede selon la revendication 1. caracterise en ce que le milieu 
biologiquc est unc solution prepuriftee dudi! virus. 

IS. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qii'il comprend une 
ctapc prealable d'ultrafiltrafion. 

19. Procede salon ia revendication IS caracterise en ce que ruHrafiltraiion est 
une ultrafiltration tanaeniicile sur membrane ayam un seui! de coupure compris entre 
300 et 500 kDa. 

20. Utilisation de support de chromatographic de type Q Sepharose® XL pour 
la separation analytique et.'ou preparative departicules virales. 

21. Utilisation selon la revendication 20, caracterisee eti ce que les particules 
virales sont des adenovirus. 

22. Utilisation de support de chrociatoafaphie de type Q Sepharose® XL pour 
1'identiiication de differents serotypes d'adenovirus. 
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23. UiiJisaiion de support ds chromatographie de type Q Sepbsrose® XL pour 
la tLtralion d'adenovirus. 

24. Procede de quantification d'adenovirus caracterise En ce que les particules 
virales sont separees par chromaiographse sur un support <ie type Q Sepbarose® XL 

5 et la quantite d'adenovirus esl mesurtte par absorbance des factions de 
chromatographie. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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